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Abstract 


Subject matter of the invention is a method of binding a biological material to a solid phase by providing a 
sample liquid containing the biological material in a sample vessel (A) having an inner contour (A17); then 
a hollow body (C) which has a contour (C12) that matches the inner contour (A17) is introduced into the 
sample vessel (A) while being closed with respect to the sample vessel by means of a porous matrix (C11); 
the sample liquid can enter the structural form (C) through the porous matrix (C1 1). This method is easy to 
automate and reduces the generation of aerosols. 
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(54) Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials 

(57) Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
Bindung eines biologischen Materials an eine Pest- 
phase durch Bereitstellung einer das biotogische Mate- 
rial enthaltenden Probenftussigkeit in einem 
ProbengefdB (A) mit einer inneren Kontur (A17) und 
Einbringen eines gegen das ProbengefdB mit einer 
pordsen Matrix (C11) verschlossenen. eine auf die 
innere Kontur (A17) abgestimmte Kontur (012) aufwei- 
senden und hohlen FormkOrpers (C) in das Probenge- 
f^B (A), so daB Probenflussigkeit durch die pordse 
Matrix (Oil) in den Formkorper (C) eindringt. Dieses 
Verfahren ist leicht automatisierbar und reduziert die 
Entstehung von Aersolen. 
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Beschreibung 

Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist ein Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Fest- 
phase sowie ein hierfur geeigneter Formkorper. der eine porose Matrix und Bauteile zur Verbindung mit welteren Funk- 
tionsteilen aufweist. 

In vielen Anwendungsgebieten erfordert die Behandlung von Flussigkeiten besondere Sorgfalt im Hinblick auf eine 
aktive Vermeidung der Entstehung von Kontaminationen. die einen schSdlichen EinfluB auf die Umgebung ausuben 
kOnnten. Dies gilt insbesondere fur giftige Flussigkeiten, jedoch auch fur ublieherweise wahrend Analysen von Inhalts- 
stoffen anfallende Flussigkeiten. In der Regel werden namlich Behandlungsschritte zur Vorbereitung einer Probenflus- 
slgkeit fur die Analyse In demselben Labor oder sogar Raum vorgenommen, wie die Analyse selbst. Zum Beispiel 
durch wahrend der Behandlung entstehende Aerosole wird die Umgebung oft so stark z. B. mit Probenbestandteilen 
kontaminiert. daB die Analyse von Inhaltsstoffen anderer Proben dadurch verfaischt wird. Ein faisches Analyseergebnis 
kann insbesondere bei der Analyse von Inhaltsstoffen In der medizinischen bzw, klinlschen Diagnostik fur den Patien- 
ten schreckliche Folgen haben. 

Analysen. die auf dem Nachweis von Nukleinsauren in einer Probe beruhen. wurden in jungerer Zeit wegen ihrer 
relativ hohen erreichbaren Spezifitat als Diagnosehilfsmittel angefuhrt. Diese Tests stellen jedoch wegen des ublieher- 
weise geringen Gehalts an NukleinsSuren und insbesondere der nachzuweisenden Nukleinsauren bei gleichzeitiger 
Anwesenheit von Nukleinsauren ahnlicher Sequenz sowie anderer Inhaltsstoffe. die Nukleinsaurebestimmungen emp- 
findlich stOren kdnnen. eine erhebliche technische Herausforderung dar. Es hat sich herausgestellt. daB die in letzter 
Zeit immer populSrer werdenden Amplifikationsverfahren. mit denen in einer Reaktion. abhangig von der Anwesenheit 
einer ganz bestimmten. nachzuweisenden NuWeinsSuresequenz eine Vielzahl identischer NuWeinsSuren hergestellt 
werden kOnnen. die Empf indlichkeit der Tests wesentlich verbessern kCnnen. so daB manchmal sogar einzelne NuWe- 
insauren nachgewlesen werden kdnnen. Die hohe erreichbare Empfindlichkeit der Nachweise hat jedoch auch zur 
Folge, daB Kontaminationen (Verunreinigungen) von anderen Proben mit selbst nur einer einzigen Nukleinsaure aus 
der Umgebung zu einem positiven Analyseergebnis fiihren kann und so ein positives Analyseergebnis vorgetauscht 
wird. Aus diesem Grund muB fur Nukleinsauretests eine besonders effektive Vermeidung bereits der Entstehung von 
Kontaminationen. d. h. der Austritt von NuWeinsauren aus einer Probe oder einem Reaktionsgemisch in die Umgebung, 
betrieben werden. 

Bei der Vorbereitung von Proben zur Analyse von Inhaltsstoffen. insbesondere Nukleinsauren. werden in jungerer 
Zeit in vermehrten Umfang Verfahren eingesetzt. bei denen die Probenflussigkeit und darin enthaltene oder daraus iso- 
lierte Inhaltsstoffe in einem GefaB einer Behandlung unterzogen werden. bei der eine Flussigkeit durch eine EinlaBOff- 
nung in das GefaB eingebracht wird und die Flussigkeit nach einem oder mehreren Behandlungsschritten durch eine 
AuslaBOffnung aus dem GefaB entfernt wird. Solche GefaBe sind auf dem Markl in Form von Saulen erhattlich. die bei- 
spielsweise Materialien zur Abtrennung von Inhaltsstoffen aus der Flussigkeit enthalten. wie der QIAamp Kit der Firma 
Qiagen. Diese GefaBe bef inden sich in einem GefaB. so daB eventuell austretende Flussigkeit in dieses GefaB austritt 
und nicht in die Umgebung. Diese Art der Behandlung von FIQssigkeiten ist jedoch aufwendig und benatigt ein entspre- 
chendes zweites GefaB. Daruber hinaus werden diese GefaBe in Zentrifugen eingesetzt. urn die Flussigkeit in das 
zweite GefaB zu schleudern. 

Aufgabe der vorliegenden Erfindung war. es die derzeit bekannten Verfahren zur Bindung eines biologischen Mate- 
rials an eine Festphase im Hinblick auf im Stand der Technik bekannte Nachteile teilweise oder vollstandig zu verbes- 
sern. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase durch 
Bereitstellung einer das biologische Material enthaltenden Probenflussigkeit in einem Probengetafl mit einer inneren 
Kontur und EInbringen eines gegen das ProbengetaB mit einer porOsen Matrix verschlossenen. eine auf die innere 
Kontur abgestimmte auBere Kontur aufweisenden und hohlen Formkbrper in das ProbengetaB. so daB ProbenflQssig- 
keit durch die porQse Matrix in den FormkOrper eindringt. 

AuBerdem ist Gegenstand der Erfindung ein hohler Formkarper, enthaltend eine zur Bindung eines biologischen 
Materials fahige porose Matrix und Bauelemente zur Befestigung eines Deckels und eines den Formk6rper zumindest 
teilweise umfassenden GefaBes. 

Biologisches Material im Sinne der Erfindung kann jedes biologische Material sein. Insbesondere handelt es sich 
um Inhaltsstoffe von Proben. wie sie in der medizinischen bzw. klinischen Diagnostik oder in der Molekularbiologie vor- 
kommen. Die Inhaltsstoffe sind entweder nieder- oder hochmolekulare Bestandteile. Niedermolekulare Bestandteile 
sind beispielsweise Haptene oder Antigene mit einem Molekulargewicht von weniger als 2.000 D. Hochmolekulare 
Bestandteile sind insbesondere Biopolymere, insbesondere solche. die aus Aminosauren oder Nukieotidbaustelnen 
aufgebaut sind. Insbesondere handelt es sich um immunologisch aktiveProtelne. wie Antigene und Antikdrper. und 
Nukleinsauren. Besonders geeignet ist das voriiegende Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren. 

Grundlage fur die Durchfuhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens ist die Bereitstellung einer das biologische 
Material enthaltenden ProbenflQssigkeit. Diese ist bevorzugt in einem ProbengefaB (A) enthalten. welches eine innere 
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In einer bevorzugten Ausfiihrungsform wird der Formkdrper (C) mit Hilfe eines den FormkGrper in Richtung auf die 
Umgebung aerosoldicht verschlieBenden Deckels in das ProbengefdB (A) eingefuhrt. Durch aufeinander abgestimrnte 
Konturen wird der Durchtritt der Probenf lussigkeit durch die porose Matrix in den Innenraum des Formkorpers erzwun* 
gen. Hierbei wird das biotogische Material an der pordsen Matrix gebunden. Danach wird die im Hinblick auf das biolo- 

5 gische Material abgereinigte ProbenflQssigkeit aus dem Formkorper oder/und dem ProbengefSB entfernt. Dies kann 
beispieisweise dadurch geschehen. da3 die Restflussigkeit durch die dem ProbengefaB abgewandte Seite des Form- 
kdrpers entnommen. z. B. abpipettiert wird. Bevorzugt ist jedoch. da3 die Restflussigkeit aus dem ProbengefdB (A) 
entnommen (z. B. abgesaugt) wird und bei diesem Vorgang die in den Formkorper eingedrungene RestflQssigkeit 
durch die porose Matrix in das Probengefd3 dringt. 

10 Das erfindungsgemdBe Verfahren hat besonders fur soiche bioiogischen Materialien besondere Vorteile. bei 
denen ein einmaliger Durchtritt durch die porose Matrix noch nicht zur vollstandigen Bindung der Gesamtmenge des 
bioiogischen Materials ausgereicht hat. Es ist nSmlich mit der erfindungsgemaBen Konstruktion mbglich. durch Zuruck- 
ziehen des FormkOrpers. z. B. in einen Teil des ProbengefaRes. der nicht von ProbenflQssigkeit angefullt ist. und erneu- 
tes Einbrlngen in den mit Probenflussigkelt gefultten Teil des ProbengefdfBes, zwei nochmalige Durchtritte der 

75 ProbenflQssigkeit durch die porose Matrix zu erreichen. Dies kann die Ausbeute an immobilislertem biologischem 
Material erhdhen. 

Nach Entfernen der restlichen ProbenflQssigkeit aus den Poren der Matrix kann, um eine eventuell erforderliche 
Entfernung weiterer zurQckgebliebener Verunrelnigungen zu erreichen. die Matrix mit einer WaschlOsung behandeit 
werden. Dies kann erfindungsgem^B bevorzugt dann geschehen. wenn der Formkorper sich noch in dem ProbengefSB 

20 befindet. Durch Wahl eines Deckels, welcher sowohl das ProbengefaB als auch den Formkorper aerosoldicht ver- 
schlieBt. wird der Eintrag von kontaminierenden Aerosolen in den Formkoper reduziert. Um eine besonders zweckma- 
Bige Behandlung des Formk5rpers und des Probengef^Bes zu erreichen, ist die Kraft zur Ldsung des Deckels (B) vom 
ProbengefaB (A) geringer als die Kraft zur LCsung des Deckels (B) von dem Formkorper (C). Dies kann beispieisweise 
dadurch erreicht werden, daB der AnpreBdruck des Deckels auf die beiden Komponenten unterschiedlich stark ist. Der 

25 AnpreBdruck kann durch das Vorsehen von Rastelementen moduliert werden. 

DarQber hinaus kann durch Vorsehen von Rastelementen an dem Formkdrper (C) und dem ProbengefdB (A) 
erreicht werden, daB der Deckel entfernt werden kann, ohne daB sich der Formkorper aus dem ProbengefSB lOst. 

Sofern das biologische Material in an die porOse Matrix gebundener Form vorliegt, kann es entweder noch in dem 
ProbengefSB (A) oder erst nach Entfernung des FormkOrpers (C) aus dem ProbengefaB (A) weiter bearbeitet werden. 

30 Unter einer Weiterbearbeitung wird insbesondere die Aufhebung der Bindung des bioiogischen Materials an die porOse 
Matrix verstanden. Es ist jedoch auch mOgtich. das biologische Material direkt in an die pordse Matrix gebundener 
Form nachzuweisen. 

Zur Entfernung des Formkbrpers (C) aus dem ProbengefaB (A) wird bevorzugt ein weiterer. den Formkorper in 
Richtung auf die Umgebung aerosoldicht verschlie Bender Deckel (B) benutzt, wobel die Kraft zur Losung des FormkOr- 

35 pers (C) aus dem ProbengefaB (A) geringer ist als die Kraft, mit der der Deckel den Formkorper (C) festhait. Der Form- 
korper kann daraufhin in ein GefaB (D) eingebracht werden, wo er so befestigt ist. daB er bevorzugt nur unter 
ZerstOrung des Formkorpers (C) oder des GefaBes (D) Oder mit einer Kraft, die grOBer ist als die Kraft, die zur LOsung 
des Deckels (B) vom Formkorper (G) erforderlich ist. aus dem GefaB (D) entfernt werden kann. Im GefaB (D) kOnnen 
die Reaktionen zur Aufhebung der Bindung des bioiogischen Materials durchgefQhrt werden. 

40 Die Reihenfolge der beiden Schritte Bereitstellung der ProbenflQssigkeit in dem ProbengefaB (A) und des Einbrin- 
gens eines Formkorpers in das ProbengefaB ist prinzipiell vertauschbar. In einer ersten MOglichkeit kann zunachst der 
Formkorper In das ProbengefaB eingebracht werden und daraufhin die ProbenflQssigkeit eingefullt werden. Dies kann 
sowohl in den Innenraum des Formkorpers als auch in das ProbengefaB geschehen, Bevorzugt ist jedoch der Fall, daB 
die ProbenflQssigkeit sich zunachst im ProbengefaB befindet und anschlieBend der Formkorper in das ProbengefaB 

45 eingefuhrt wird. 

Gegenuber Verfahren. die auf einem Durchsaugen einer ProbenflQssigkeit durch eine porOse Matrix, z. B. ein Sau- 
lenmaterial. oder auf Zentrifugatlon der ProbenflQssigkeit durch eine porOse Matrix beruhen. hat das erfindungsge- 
maBe Verfahren den Vorteil, daB deutlich weniger Aerosole gebildet werden und Zentrifugatlon und Absaugschritte 
sind auBerdem recht komplexe Vorgange. Die Automation der Arbeitsabiaufe ist mit dem erfindungsgemaBen Verfah- 

50 ren ebenfalls besser mOglich als mit den bekannten Verfehren. Die MOglichkeit. die ProbenflQssigkeit mehrmals durch 
die porOse Matrix f lieBen zu lassen, stellt ebenfalls einen groBen Verfahrensvorteil dar. 

In Rgur 1 ist ein erf IndungsgemaBer FormkOrper gezeigt. Es handelt sich hier um ein im wesentlichen hohlzylindri- 
sches GefaB, welches auf der einem ProbengefaB zugewandten Seite eine porOse Matrix (C1 1) aufweist. Diese wird 
durch den Haltering (Cl 8) und die BOrdelkante Im FormkOrper f ixiert. DarQber hinaus sind die umlaufenden Haltemittel 

55 (C15 und C13) zur Befestigung eines Deckels bzw. zur Befestigung des Formkorpers in einem ElutionsgefaB erkenn- 
bar. Bevorzugt enthait der FormkOrper weiterhin Mittel zur Fixierung weiterer Mittel in seinem Inneren, z. B. eine Ein- 
rastkerbe (C17) fQr die Fixierung eines Stempels. Der FormkOrper hat eine AuBenkontur (C12) und eine Innenkontur 
(C16). Der Hohlraum im Inneren des Formkorpers ist mit CI 4 bezeichnet Der Haltering (CI 8) Ist hier in einer Form 
gezeigt. in der er von dem FormkOrper durch Vorsehen von Sollbruchstellen enttang der inneren Kbntur abbrechbar 
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Korrtur (A1 7) aufweist. Diese innere Kontur ist bevorzugt glatt. Ein besonders bevorzugter Fall ist. da3 das Probengefa3 
eine hohlzylindrische Innenform aufweist. 

Die Probenf lussigkeit kann entweder In schon fur die Bindung des bioiogischen Materials geeigneter Form in das 
ProbengefaB eingegeben werden, sie kann jedoch auch das Ergebnis von Vorbereltungsschritten einer ursprunglichen 

5 Probenflussigkeit sein. Beispielhaft seien an dieser Stelle zwei alternative M<5glichkeiten fur die Bereitstellung von 
nuWeinsaurehaltiges Material enthaltenden Probenflussigkeiten beschrieben. In einer Ausfuhrungsform wird eine 
ursprungllche ProbenlJflussigkeit in einem AufschluBgefSB zur Freisetzung von Nukleinsduren aus dieser enthaltenden 
Zellen mittels eines die ZellwSnde lysierenden Reagenzes behandelt. AnschlieBend wird, gewunschtenfalls nach 
Abtrennung unerwunschter Probenbestandteile. die nukleinsaurehaltige Probenflussigkeit in das ProbengefaB (A) ein- 

10 gefullt. In einer zweiten Ausfuhrungsform, welche bevorzugt ist, wird die ursprungllche Probenflussigkeit in das Proben- 
gefaB eingefullt und erst dann Reagenzien zur Freisetzung der Nukleinsauren aus den Zellen zugegeben. Auch in 
diesem Fall liegen die Nukleinsauren frel In der ProbenflOssigkeit vor. Die Reaktionsschritte, die zu einer Bereitstellung 
des bioiogischen Materials fuhren, sind dem Fachmann aus der Fachliteratur bekannt 

Die das biologische Material enthaltende Probenflussigkeit wird nun im ProbengefaB (A) mit dem Formkdrper (C) 

15 so in Kontakt gebracht. daB Probenflussigkeit durch die porGse Matrix (C11) in den FormkGrper (C) eindrlngt. Der 
Formkorper ist hohl. so daB die Probenflussigkeit in ihn eindringen kann. Bevorzugt hat der Formkorper eine hohlzylin- 
drische Form, wobei das auf das ProbengefaB hindeutende Ende durch die porose Matrix verschlossen ist und das 
vom ProbengefaB wegdeutende Ende Bauelemente zur Befestigung eines Deckels aufweist. Die auBere Form des 
Formkdrpers ist auf die innere Form des ProbengefaBes so abgestlmmt. daB der Formkdrper in das ProbengefaB ein- 

20 gebracht werden kann. Bevorzugt liegt die auBere Kontur des FormkOrpers eng an der inneren Kontur des Probenge- 
faBes an, so daB der Formk6rper sich wie ein im ProbengefaB bewegender Kolben verhait. 

Die Matrix (C1 1) ist poros. so daB die Probenflussigkeit durch sie hindurchdringen kann. Hierdurch ist es mOglich. 
die pordse Matrix wie einen Filter zu verwenden, um das Eindringen unerwunschter Probenbestandteile in den Form- 
korper (C) zu vermeiden. Bei den unenwunschten Bestandteilen kann es sich beispielsweise um partikuiare Bestand- 

25 teile handein, z. B. Reste von Zellwanden, die bei einer vorangegangenen Lyse der Zellen nicht zerstort wurden, jedoch 
auch Magnetpartikel, die zur Immobilisierung der Zellen verwendet worden sind. In diesem Fall f indet beim Durchtritt 
der Probenflussigkeit durch die pordse Matrix eine Abreicherung der Probenflussigkeit an diesen Bestandteilen statt. 
Das biologische Material kann in diesem Fall in der Probenflussigkeit verbleiben. In einer zweiten Funktlon kann die 
porOse Matrix selbst schon zur Bindung des bioiogischen Materials verwendet werden. Hierzu wird eine Matrix gewahlt. 

30 die eine Affinitat zu dem zu bindenden bioiogischen Material aufweist. Es ist sowohl eine unspezif ische als auch eine 
spezif Ische Bindung mdglich. je nach gewahlter Oberf lache der Matrix. Enthait die Matrix an ihrer Oberf lache beispiels- 
weise Antlkdrper, so k6nnen wahrend des Durchtritts der Probenflussigkeit durch die Matrix Antigene. gegen die der 
AntikOrper gerichtet ist, an der Matrix gebunden (immobilisiert) werden. Fur die Bindung von immunologisch aktiven 
Stoffen hat sich als porOse Matrix insbesondere Cellulose, z. B. Papier, als gunstig enwiesen. Eine Immobilisierung von 

35 Nukleinsauren ist beispielsweise dadurch mOgltch. daB als Matrix ein Glasfaservlles (sequenzunspeziflsche Immobili- 
sierung) Oder ein poroses Material, an dem eine NuWeinsaure. welche zu der zu bindenden Nukleinsaure komplemen- 
tdr ist, gebunden ist (sequenzspezifische Immobilisierung), venA^endet wird. 

Bei der porGsen Matrix kann es sich um vliesartige Matrizes handein, aber auch um partikuiare Matrizes. wenn 
diese wiederum. z. B. durch Filter, so Im Formkorper lokallslert sind, daB die Probenflussigkeit Gelegenheit hat. in die 

40 Poren der partikuiaren Matrix einzudringen. Im bevorzugten Fall handelt es sich bei der porOsen Matrix um eine vlies- 
fOrmige Matrix. Es kann sich auch um eine aus mehreren Komponenten (z. B. unterschiedlich festen Vliesen) handein. 
Die Porositat der Matrix bewirkt ein langsames DurchstrOmen der Matrix durch die FIQssigkeit. so daB eine Reaktion. 
z. B. Binding von Inhaltsstoffen der FIQssigkeit an die Matrix, besonders effektiv ist. 

Diese Matrix kann auf bekannte Weise in dem Fbrmkdrper befestigt werden. Beispielsweise kann sie von der dem 

45 ProbengefaB abgewandten Seite des FormkOrpers in den Formkorper eingefugt und, z. B, mit Hilfe eines Halterings. 
an der vorbestimmten Position fixiert werden. Fur eine weitere Befestigung der Matrix kann diese zusatzlich in dem 
Formkorper eingeschwelBt werden. Bevorzugt wird die Matrix jedoch von der dem ProbengefaB zugewandten Seite in 
den Formkorper eingebracht. bevorzugt bis zu einem vorinstallierten Haltering entleuig der Innenwand des FormkOr- 
pers und anschlieBend der uberstehende Rand so nach innen umgebOrdelt. daB die Matrix zwischen Haltering und 

50 BOrdelkante fixiert ist. 

Besonders bevorzugt wird die Matrix auf der dem ProbengefaB abgewandten Seite durch einen ringfOrmig umlau- 
fenden Vorsprung in der inneren Kontur des FormkOrpers festgehalten. Ganz besonders bevorzugt ist dieser Vorsprung 
in der Materlalstarke so gewahlt. daB er ohne ZerstOrung der Matrix und des ubrlgen FormkOrpers abgebrochen wer- 
den kann. 

55 Die porOse Matrix ist auBerdem besonders bevorzugt komprlmierbar. Unter komprimierbar wird im Sinne der Erfin- 
dung eine Matrix verstanden, aus welcher bei Ausuben eines Druckes durch Aufdrucken eines stempelfOrmigen Cera- 
tes sich das auBere Voiumen der Matrix verWeinert und daruber hinaus sich die PorengrOBe verrlngert. so daS 
ursprOnglich In der Matrix enthaitene FIQssigkeit aus der Matrix herausgedrQckt wird. 
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gestaltet ist. Bei der Matrix (C11) handelt es sich bevorzugt um ein komprimierbares Material, welches mit Hllfe eines 
in den Formkerper eingefuhrten Stempels (E) zusammengedruckt warden kann. Die Fixierung der Matrix in kompri- 
mierter Form geschieht bevorzugt durch Fixierung des Stempels (E) uber geeignete Vorsprunge auf der AuBenkontor 
und Einrasten in die Einkerbung (C17). Der umlaufende Rand (CI 9) kann als Dichtlippe gegenuber der Innenkontur 

5 eines Elutionsgef§Bes (D) verwendet werden. Hierdurch wird verhindert. daB eventuell vorgelegte Elutionsflussigkeit in 
grOBerem Umfang zwischen die AuBenkontur (C12) des Formkorpers und die Innenkontur des ElutionsgefSBes gerat. 
Diesetbe Funktion kann die Dichtlippe auch fur den mbglichst vollstSndigen Durchtritt der ProbenflOssigkeit durch die 
pordse Matrix (C11) im Hinblick auf die Innenkontur des ProbengefSBes (A) erfullen. 

In einer besonderen Ausfuhrungsform des erfindungsgemSBen Verfahrens fur die Aufarbeitung nukleinsdurehalti- 

10 ger Probenldsungen, werden folgende Arbeitsschritte durchgefuhrt (siehe FIG 2). In einem ersten Schritt (I) wird eine 
zellhaltige ProbenflOssigkeit in einem ProbegefdB (A) mit einem Material inkubiert an welches die Zellen gebunden 
werden, aus denen Nukleinsduren gewonnen werden sollen. Hierzu kann dieses Material entweder spezifische Binde- 
eigenschaften fur die Oberfiache der Zellen aufweisen, z. B. durch Immobilisierung von AntlkGrpern gegen Oberfia- 
chenantigene Oder ein Absorbermaterial (A16. nicht gezeigt). es kann jedoch auch ein Material mit Filtereigenschaften 

75 (A15. nicht gezeigt) vorgesehen sein. durch welches die Zellen zuruckgehalten werden, wenn die Flussigkeit durch das 
Material durchtritt. z. B. aus dem ProbengefSB entfernt wird. Bedingungen fur die Immobilisierung von Zellen an Ober- 
fiachen sind dem Fachmann bekannt, z. B. aus Methods in Enzymology Vol. 171, Biomembranes / Part R Transport 
Theory: Cell and Model Membranes. Edited by Sidney Fleischer. Becca Fleischer, Department of Molecular Biology. 
Vanderbilt University. Nashville. Tennessee. 

20 Wdhrend der Inkubation ist das ProbengefaB bevorzugt durch einen Deckel (B) verschlossen. um aktiven bzw. pas- 
siven Kontaminationsschutz zu gewahrleisten. 

In einem weiteren Schritt wird die Flussigkeit aus dem ProbengefdB entfernt. wdhrend Zellen. deren Nukleinsduren 
isoliert werden sollen. in an das Material gebundenem Zustand im ProbengefdB zuruckbleiben. Sofern es sich bei dem 
zellbindenden Material um partikuldre Materiallen handelt. kann ein Zuruckhalten auch dadurch erreicht werden. daB 

25 das Material magnetisch ist und ein Magnetfeld von auBen an das ProbengefaB angelegt wird. welches so stark ist, daB 
das partikuiare Material im ProbengefaB zuruckbleibt, wenn die Flussigkeit entfernt wird. Das Entfernen der Flussigkeit 
kann auf verschtedenste Weise geschehen. Beispielsweise kann die Flussigkeit durch eine raumlich von der EinlaBOff- 
nung (AIO) getrennte AuslaBGffnung (A11) entfernt werden. Sofern die AuslaB6ffnung im unteren Tell des Probengefa- 
Bes und unterhalb der zuruckgehaltenen Zellen gelegen ist, kann die Flussigkeit. z. B. unter Aniegen eines leichten 

30 Vakuums. abgesaugt werden. Hierzu kann beispielsweise an der AuslaB6ffnung ein Ventil vorgesehen sein, welches 
sich durch Aniegen von Unterdruck Offnet 

Zur weitergehenden Entfernung eventuell stOrender Probenbestandteile von den Zellen kdnnen ein oder mehrere 
Waschschrttte vorgesehen werden. Hierzu wird in das ProbengefaB eine Waschflussigkeit eingefullt. in der sich even- 
tuelle Verunreinigungen iOsen. die jedoch die Bindung der Zellen an die Oberf tache des zellbindenden Materials nicht 

35 wesentlich beeintrachtigen. Solche WaschlOsungen sind dem Fachmann z. B. aus den Zellseparationsprotokollen bzw. 
aus entsprechenden Reinigungskitsprotokollen fOr Nukleinsauren bekannt. Sie richten sich im wesentlichen nach der 
Art der Bindung der Zellen an das Material. 

Nachdem gegebenenfalls die letzte WaschlOsung aus dem ProbengefaB (A) entfernt wurde. werden die gereinig- 
ten. angereicherten Zellen mit einer geeigneten Lyseflussigkeit zur Freisetzung der Nukleinsauren aus den Zellen in 

40 Kontakt gebracht. Die Reagenzien dieser LyselOsung richten sich weitgehend nach der Art der immobilisierten Zellen. 
Sofern es sich bei den Zellen um Bakterien handelt. enthdit die LyselOsung bevorzugt Proteinase K zum Abbau der 
Zellwand. Gewiinschtenfalls wird die Lyse durch Erhitzen bzw. Abkuhlen sowie Mischen der Reaktionsmischung unter- 
stutzt. Sofern es sich bei dem zellbindenden Material um magnetische Partikel handelt. kann die Mischung auch mittels 
Magneten vorgenommen werden. AuBerdem ist eine Mischung durch Schuttein des ProbengefaBes mdglich. Am Ende 

45 dieses Aufschlusses liegen die zu isolierenden Nukleinsauren frei in der LOsung vor. 

Auch wahrend der Lyse ist das ReaktionsgefaB bevorzugt durch einen Deckel verschlossen, um Kontaminationen 
aus der Umgebung zu verhindern. Nach Ende der Lyse wird der Deckel, bevorzugt mit Hilfe einer entsprechenden 
mechanischen Vorrichtung. entfernt. Danach wird in das ProbengefaB. welches eine Mischung von Abbauprodukten 
der Zellen sowie die Nukleinsauren enthait. ein FormkOrper (C) eingefuhrt. dessen auBere Kbntur (CI 2) auf die innere 

50 Korrtur (A1 7) des ProbengefaBes abgestimmt ist. Dieser FormkOrper ist hohl und in Richtung auf das ProbengefaB und 
die Reaktionsmischung hin durch einen Filter (C1 1) verschlossen. Die Einfuhrung des Formkbrpers (C) erfolgt bevor- 
zugt mit Hilfe eines Bauelementes (B11) des Deckels (B). der auBerdem ein Bauelement (BIO) enthait. welches zum 
VerschluB des ProbengefaBes geeignet ist. In diesem Fall wird der FormkOrper mit dem Deckel ergriffen (II) und gleich- 
zeitig mit dem VerschluB des ProbengefaBes in das ProbengefaB eingefuhrt. Wahrend dieses Vorgangs wird auBer- 

55 dem die Reaktionsmischung durch den Rlter (C1 1 ) in den Hohlraum (C1 4) des FormkOrpers eindringen (IV). Durch das 
Vorsehen des Filters kOnneii einerseits groBe Partikel an dem Eintritt in den Hohlraum gehindert werden und anderer- 
seits kann, wenn der Filter nukieinsdurebindende Eigenschaften hat. schon wahrend des Durchtritts der Reaktionsmi- 
schung eine Bindung der Nukleinsauren an den Filter erreicht werden. In diesem Fall ist es zweckmaBig, ein 
glasfaserhaltiges Filtermaterial zu wahlen. 
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In einem nachsten Schritt wird die verbleibende Lysereaktionsmischung aus der durch A und C gebildeten Vorrich- 
tung entfernt. z. B. durch Absaugen durch eine untenliegende Ausla36ffnung (A11) im ProbengefaR. Auch die in den 
Hohlkbrper (C14) des Formkbrpers eingedrungene Losung wird somit entfernt. so daB der Filter moglichst keine Fliis- 
sigkeitsreste mehr enthait. Danach wird der bisher venwendete Deckel (B) entfernt. wobei der Formkorper (C) zunSchst 
im ProbengefSB verbleibt (eingerastet) (V). 

Gleichzeitig Oder anschlieBend wird ein ElutionsgefSR (D) zur Aufnahme des Formkorpers (C) vorbereitet. EIn 
gegebenenfalls auf diesem Gefa3 befindlicher Deckel wird entfernt (VI). Bevorzugt wird vor Oberf uhrung des Formkdr- 
pers (C) in das ElutionsgefSB (D) eine ElutionslGsung in das ElutionsgefaB vorgelegt. z. B. einpipettiert. Die Zusam- 
mensetzung der Elutionsldsung richtet sich nach der Art der Bindung der Nukleinsauren an das Material im Filter (C). 
Sie enthait Reagenzien. unter deren Einwirkung die immobilisierten Nukleinsauren von dem Material eluiert. d. h. 
gelOst, werden. Der ursprunglich das ElutionsgefaB verschlieBende Deckel (B) wird auf das ProbengefaB (A) mit dem 
Formkorper (C) aufgesteckt (VII). . . .r.x * 

Zur Entnahme des Formkorpers (C) aus dem ProbengefaB (A) wird der Formkorper (C) mit dem Deckel (B) entfernt 
(VIII). Die Kombination aus Deckel und Formkdrper wird anschlieBend in das ElutionsgefaB eingefiihrt (IX). Bevorzugt 
enthait der Formkfirper (C) Mittel (C13, nicht gezeigt) zur Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefaB (D). die bewir- 
ken. daB der Formkorper nur unter Zerstorung des Formkorpers (C) oder des GefaBes (D) Oder mit einer Kraft, die gro- 
Ber ist als die Kraft die zur Losung des Deckels (B) vom Formkorper (C) erforderlich ist aus dem GefaB (D) entfernt 
werden kann. Eine Entfernung des Formkorpers aus dem ElutionsgefaB ist nicht beabsichtigt. 

Wahrend des Eindringens des Formkorpers (C) in das ElutionsgefaB dringt die vorgelegte Elutionslosung in den 
Filter (C11) und die I6st die immobilislerte NuWelnsaure von der festen Matrix ab. Je nach Menge der vorgelegten Elu- 
tionslosung wird entweder nur der Filter mit der Elutionslosung getrankt Oder dringt die Elutionslosung mit den wieder 
gelOsten Nukleinsauren in den Hohlkorper (C14) ein. Damit die Elution der Nukleinsauren mOglichst vollstandig ver- 
lauft. sollte die Innenkontur des ElutionsgefaBes moglichst dicht an die AuBenkontur des Formkorpers angepaBt sein. 

In einem folgenden Schritt wird der Deckel (B) von der Kombination aus Formkorper (C) und ElutionsgefaB (D) ent- 
fernt (X). Er wird benutzt, um einen Stempel (E) aufzunehmen (XI) und in den Hohlraum des Formkorpers (C) einzu- 
fuhren (XII).Dieser Deckel greift von innen in den Stempel (E). Der Stempel wird so kraftig gegen den Filter (C11) 
gepreBt. daB Flussigkeit aus dem Filter durch eine in der Andrucksfiache befindliche Offnung in einen Innenraum des 
Stempels eindrlngt. Dieser Vorgang ist besonders effektiv. wenn die Andrucksfiache in ihrer auBeren Kontur zumindest 
in dem Bereich. in dem die Auspressung stattfinden soli, an die innere Kontur des Formkorpers (C) angepaBt ist. Der 
Stempel (E) kann bevorzugt in dieser Lage. z. B. durch Einrasten. f ixiert werden. Da die so gebildete Vorrichtung durch 
den Deckel relativ gut verschlossen ist. kann die nukleinsaurehaltige LOsung in der Vorrichtung aufbewahrt werden^ 

Zur Entnahme einer gewunschten Menge an NuWeinsaurelOsung kann der Deckel entfernt (XIII) und uber eine Off- 
nung des Innenraums des Stempels die gewunschte Menge entnommen. z. B. in einem Pipettiervorgang (XIV). 
AnschlieBend kann der Deckel wieder aufgesetzt werden. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein hohler Formkorper enthaltend eine zur Bindung eines biologischen 
Materials fahige porOse Matrix (C1 1) und Bauelemente (CI 2. C13) zur Befestigung eines Deckels und eines den Form- 
korper zumindest teilweise umfassenden GefaBes (D). Die Bauelemente (CI 2 und C13) stellen vorzugsweise Rastele- 
mente dar. die das Handling des Formkorpers erhohen und das Zusammenspiel der einzelnen venwendeten Module 
erieichtern. 

Der erf indungsgemaBe FormkOrper kann auf einfache Weise durch spritzguBtechnische Verfahren hergestellt wer- 
den. Der GrundkOrper besteht hierzu bevorzugt aus Kunststofff wie beispielsweise die Kunststoffe vom Polypropylen- 
Typ. 

In Figur 1 ist ein erfindungsgemaBer FormkOrper im Langsschnitt gezeigt. 

In Figur 2 ist ein Verfahren zur Isolierung von Nukleinsauren gezeigt. welches das erf IndungsgemaBe Verfahren zur 
Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase beinhaltet. 
Die Erfindung wird durch die folgenden Beispiele naher eriautert: 



Beispiei l 

Der beispielhafte erfindungsgemaBe FormkOrper ist ein zylinderfOrmiges Kunststoff-ROhrchen (AuBendurchmes- 
ser = 6.75 mm. Innendurchmesser = 6.0 mm. HOhe = 40.4 mm. Novolen 11 00 UCX. hergestellt durch SpritzguB). des- 
sen obere EinlaBOffnungs-AuBenwandung eine EInrastllppe (CI 5) aufweist zur reversiblen Kopplung eines Deckels mit 
dem FormkOrper. Eine weitere Einrastlippe (CI 3) befindet sich ca. 6 mm unterhalb der ersten Einrasllippe. Sie wird fur 
die irreversible Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefaB (D) benOtigt. An der oberen EinlaBOffnung-lnnenwandung 
befindet sich eine Einrastkerbe (C17) zur In-eversiblen Fixierung eines AuspreBstempels E im Innenraum des Formkor- 
pers. 

Die AuslaBOffnung (= ROhrchen-Boden) wird mit einem Glasfaservlles (Durchmesser = 7.0 mm. HOhe 1.5 bis 3.0 
mm) verschlossen. 
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Die Glasvlies-Matrix wird 2mal mit 500 pi Waschpuffer gereinigt. Die iiber der Matrix stehende PufferlOsung wird 
durch das Glasviies abgesaugt. Anschiie3end wird die Matrix mit der gereinigten Nukleinsdure bei 50**C/3 min getrock- 
net. Der ProbengefaB-Deckel (B) wird verworfen. 

Der FormkOrper (C) mit der NukleinsSure wird mittels ElutionsgefSB-Deckel (E) von dem ProbengefaS (D) in einen 
■ 5 vorbereiteten Eiutionspuffer mit 200 iil Elutionspuffer uberfuhrt. Der Elutionspuffer Idst die Nuklelnsdure von der Glasv- 
iies-Matrix ab. Die Nukteinsdure-L6sung steht teiiwelse iiber der Matrix. 

Die Matrix im Formkdrper wird in einem weiteren Schritt durch das Eirtfuhren des AuspreBstempel-FormkQrper (F) 
mit dem ElutionsgeMB- Deckel (E) komprimiert. um das Totvolumen der Nukleinsdure-LOsung zu minlmieren. 

10 Nukleinsftgre-Ausbeuten 

Die Versuche wurden mit zwei verschiedenen NuWeins^ureprobe-Konzentrationen durchgefuhrt. Folgende Ergeb- 
nisse konnten ermittelt werden: 

15 Versuchsreihe 1: Probenkonzerrtration: 6 uq Nukleinsaure/200ul ElutionslQsung 



20 


Versuchs-Nummer 


isotierte gebundene 
Nukleinsdure(^g) 


Ausbeute 
(%) 




Versuch 1 


1.4^9 


22.9 




Versuch 2 


1.6 Mg 


27.5 


25 


Versuch 3 


1.2 ng 


23.8 




Versuch 4 


1.5 Jig 


29.8 




Versuch 5 


1.6 ng 


35.2 



30 



Versuchsreihe 2: Probenkonzerrtration: 20 uo Nukleinsaure/20Q ^^ ElutionslQsuna 

35 



Versuchs-Nummer 


Isoiierte gebundene 
Nukleinsdure (fig) 


Ausbeute 
(%) 


Versuch 1 


3,7 Jig 


28.0 


Versuch 2 


BA\ig 


38.8 


Versuch 3 


4.8 Mg 


40.0 


Versuch 4 


4.1 \iQ 


30.3 


Versuch 5 


5.1 ng 


37.8 



so 

Bezugszeichenliste 

A ProbengefdB 

10 Einla66ffnung 

55 11 AuslaBOffnung 

17 innereForm 

19 Au8enform 

22 Element zur Fixierung von weiteren Funktionsetementen 

B Deckel 
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Das Glasfaservlies wird nach oben uber einen. an drei Stellen mit der Innenwandung des Tubes verbundenen 
abreiBbaren Ring (C18) und von unten uber eine BOrdelkante fixiert. Zur Minimierung des Totvolumens ist der abreiB- 
bare, umlaufende Ring vorteiihaft. Er erfullt folgende Anforderungen: obere Fixierung der ein oder zwei Lagen Glasfa- 
servlies; beim Auspressen des Glastaservlieses mit dem AuspreBdevice soli er abreiGen und somit den Zwischenraum 
5 minimieren. An der SuBeren FlSche befinden sich Dichtungslippen (C19), welche das Abdichten zwischen FormkOrper 
und ProbengefdB (A) bzw. EiutionsgefdB (D) ubernehmen. 

Beispiel 2: 

10 Bioloqische Materialien / Chemlkalien / Devices 



15 


Probenmaterial: 


Ldngenstandard II. Fa. Boehringer Mannheim 




Bindungspuffer: 


Qiagen AL 1 / AL 2 (4 Telle /1 Teil), Fa. Qiagen 




Waschpuffer: 


QIagen AW-Puffer. Fa. Qiagen 


20 


Elutionspuffer: 


lOmMTris-Puffer pH 9.0 



ProbengefaS (A) 
ProbengefaB-Deckel (B) 

Formkdrper (C) mit einer porOsen Matrix aus Glasvlies (C11) 
25 ElutionsgefdB (D) 

ElutionsgefdB-Deckel (E) 
AuspreBstempel-Formkdrper (F) 

Ansatz der ProbenlOsunaen 

30 



Probe: 


200 Ml (6 ^1 Ldngenstandard II in PBS-Puffer geldst) 


Proteinase K: 


25^1 


Bindungspuffer: 


200 ^l (AL 1 und AL 2-Puffer in Verhaitnis 4+1 gemischt) 


Ethanol: 


210 nl 


Gesamtvoiulmen pro Ansatz 


635 ^1 



45 DurchfOhruna des Belsoleles 

ProbengefdB (A) wird mit 200 ^il Probe. 25 \i\ Proteinase K-LOsung und 200 Bindungspuffer gefullt. Das Proben- 
gefdB (A) wird mit dem ProbengefdB-Deckel (B) verschtossen. Die Flussigkelten werden Im geschlossenen GefdB 
gemischt. Danach erfolgt die Inkubation bei TO^'C/IO min (AufschluB der Zellen) mit anschtleBender Abkuhlungsphase 

so auf 20**C in 3 min. Das ProbengefaB (A) wird gedffnet und es erfolgt eIne Zugabe von 210 ^1 Ethanol. Das ProbengefdB 
(A) wird verschlossen und die Losung gemischt. 

Das ProbengefdB (A) wird geOffnet. Der ProbengefdB-Deckel (B) holt den FormkOrper (C) mit einer porOsen Matrix 
aus der Vorlage. Der Formkdrper mit der Glasvlies-Matrix wird durch die Eingangsdffnung in das mit Flussigkelt gefullte 
ProbengefaB eingebracht. Die Im ProbengefSB (A) vorhandene Flussigkeit durchstrOmt von unten das Glasvlies wah- 

55 rend des Einfuhrungsvorganges. Die frei bewegllche Nukleinsaure bindet an der Glasvlies-Matrix, Im nachsten Schritt 
wird die im FormkOrper (C) stehende Flusisgkeit nach unten abgesaugt. Dabei strOmt die Flussigkeit nochmals durch 
das Glasvlies und noch nicht gebundene NuMelnsdure wird an die Matrix fixiert. 
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1 1 


Bauelement zum Ergreifen des FormkGrpers C 


C 


Formkdrper 


11 


porOse Matrix 


12 


duBere Kontur 


13 


Mittei zur Fixierung des Formkorpers im ElutionsgefdB 


14 


Hohlk6rper 


15 


Mittei zur Befestigung eines Deckels 


16 


innere Kontur 


17 


Mittei zur Fixierung eines Stempels E. umlaufend 


18 


umlaufender Steg. abbrechbar 


19 


Rand 


D 


ElutionsgefSn 


12 


Einrastkerbe 


E 


Stempel 


10 


Andrucksfldche 


11 


AuBenkontur 


12 


Innenraum 


13 


Offnungen in der Andrucksfldche 


14 


Entnahmeoffnung 


15 


Dichtung 


16 


Einrastrlrig 


17 


Aussparung 



Patentanspruche 

1. Verfehren zur Bindung eines biologischen Materials an eine Festphase durch 

Bereitsteliung einer das biologische Material enthattenden ProberflOssigkeit In einem ProbengefdB (A) mit 
einer inneren Kontur (A1 7) urxj 

Einbringen eines gegen das ProbengefdB mit einer pordsen Matrix (C11) verschlossenen. eine auf die Innere 
Kontur (A17) abgestimmte Kontur (C12) aufweisenden und hohlen FormkGrpers (C) in das ProbengefaB (A), 
so daB Probenf lussigkeit durch die pordse Matrix (C11) in den Formkdrper (C) eindringt. 

2. Verlahren gemdB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet daB der Formkdrper (C) anschlieBend aus dem Proben- 
gefdB (A) entfernt wird. 

3. Verlahren gemdB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet. daB die pordse Matrix (C11 ) zur Bindung des biologischen 
Materials befdhigt ist. 

4. Verfahren gemdB Anspruch 1 Oder 2, dadurch gekennzeichnet, daB das biologische Material eine Nukleinsdure ist. 

5. Verlahren gemdB Anspruch 1. dadurch gekennzeichnet. daB die restliche Probenftussigkeit vor Entfernen des 
Formkdrpers (C) aus dem ProbengefSB (A) abgesaugt wird. 

6. Verfahren gemaB Anspruch 1 . dadurch gekennzeichnet, daB der Formkdrper (C) anschlieBend in ein GefdB (D) 
eingebracht wird. in dem das gebundene biologische Material f reigesetzt wird. 

7. Verfahren gemdB Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet. daB das Einbringen des Formkdrpers (C) in das Proben- 
gefdB (A) mittets eines das ProbengefaB (A) und den Formkdrper (C) in Richtung auf die Umgebung aerosoldicht 
verschlieBenden Deckels (B) vorgenommen wird. 

8. Verfahren gemdB Anspruch 7. dadurch gekennzeichnet. daB die Kraft zur Ldsung des Deckels (B) vom Probenge- 
fdB (A) geringer ist als die Kraft zur Ldsung des Deckels (B) von dem Formkdrper (C). 

9. Verfahren gemaB Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet. daB der Formkdrper Mittei (C12) zur Fixierung des Form- 
kdrpers (C) in dem GefSB (D) aufweist. die bewirken. daB der Formkdrper nur unter Zerstdrung des Formkdrpers 
(C) Oder des GefdBes (D) Oder mit einer Kraft, die grdBer ist als die Kraft, die zur Ldsung des Deckels (B) vom 
Formkdrper (C) erfbrderlich ist. aus dem GefdB (D) entfernt werden kann. 
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10. Hohler Formkorper. enthaltend eine zur Bindung eines bioiogischen Materials fahige pordse Matrix (C11) und Bau- 
elemente (C13 und C15) zur Befestigung eines Deckels und eines den Formkdrper zumindest teilweise umfassen- 
den Gefd3es (D). 

11. FormkCrper nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet. daB er auf die fur das GefaB vorgesehene Seite hin mit- 
tels einer flussigkeitsdurchiassigen porOsen Matrix (C11) verschlossen ist. 

12. Formkorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB die Matrix (C11) mit Hilfe eines abbrechbaren 
umlaufenden Steges (CIS) in dem Innenraum (C14) des FormkOrpers f ixiert ist. 

13. FormkOrper nach Anspruch 10. dadurch gekennzeichnet daB die Matrix (C1 1) komprimierbar ist. 
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1 0. Hohler Formkorper. enthaltend eine zur Bindung eines bioiogischen Materials fahige porOse Matrix (C 1 1 ) und Bau- 
elemente (CI 3 und C15) zur Befestigung eines Deckels und eines den Formkorper zumindest teilweise unrrfassen- 
den QefdBes (D). 

5 11. Formkorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB er auf die fur das GefaB vorgesehene Seite hin mit- 
tels einerfliissigkeitsdurchiassigen porosen Matrix (C11) verschlossen ist. 

12. Formkorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB die Matrix (C11) mit Hllfe eines abbrechbaren 
umlaufenden Steges (CI 8) in dem Innenraum (CI 4) des FormkCrpers fixiert ist. 

10 

1 3. Formkorper nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet. daB die Matrix (Cl 1) komprimierbar ist. 
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